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(57) Abstract: The invention relates to spheroid, transparent silica gel particles that have a high luminescence generated by encap- 
ff) sulating one or more different luminescent substances in a silica gel matrix. The variation of the concentration of the luminescent 
00 substances and the encapsulation of substances having different emission frequencies permits the use of the inventive particles as 
multiplex coding or marker systems in bioanalytics and diagnostics. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft spharische, transparente Silicagel-Partikel mit hoher Lumineszenz, die 
Q durch Einkapseln einer oder mehrerer verschiedener lumineszierender Substanzen in eine Silicagel -Matrix erzeugt wird. Durch 
^ Variation der Konzentration der lumineszierenden Substanzen sowie durch Einkapseln von Substanzen unterschiedlicher Emissions- 
>^ frequenz lassen sich die Partikel als multiplexe Kodierungs- bzw. Markersysteme in der Bioanalytik und der Diagnostik einsetzen. 
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Lumineszierende, sph&rische, nicht autof luoreszierende 
Silicagel-Partikel mit verSnderbaren Emissionsintensitaten 
und -frequenzen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft lumineszierende, sphari- 
sche Mikro- und Nanopartikel mit veranderbaren Lumineszen- 
zintensitaten, ein Verfahren zu ihrer Herstellung sowie de- 
ren Verwendung. 

Als Lumineszenz wird im folgenden die Emission von Licht 
des gesamten Spektralbereichs durch Stoffe definiert, die 
zuvor durch Energieabsorption angeregt wurden. Die Fluores- 
zenz und Phosphoreszenz fallen gleichfalls unter diesen 
Begrif f . 

Lumineszierende Stoffe werden heute in Form f luoreszieren- 
der oder phosphoreszierender Substanzen im gesamten Bereich 
der biochemischen und medizinischen Analytik bzw. Diagnos- 
tik routinemaEig zum Nachweis von Analyten wie Proteine, 
Peptide, Toxine oder Nukleinsauren sowie als Marker zur 
Sichtbarmachung von Zellen, Zellkompartimenten oder zur Er- 
fassung biologischer Prozesse eingesetzt. 

Ein besonders interessante und zukunf tstrachtige Nutzung 
der Lumineszenz -Methodik ergibt sich bei der sogenannten 
Array-Technik zum Nachweis von Biomolekiilen. Unter Array- 
Technik versteht man im Bereich der heutigen Bioanalytik 
und Diagnostik flache Glas- oder Polymertrager bzw. Sub- 
strate - auch als Biochips bezeichnet -, auf denen in ras- 
terartiger Anordnung eine Vielzahl von Biomolekulsonden 
(Nukleinsauren/ Proteine oder Peptide) bekannter Struktur 
aufgebracht sind. Durch Inkubation Lumineszenz -markierter 
Protein- bzw. Nukleinsaureproben, die zuvor z.B. aus Gewebe 
oder Zellen gewonnen wurden, mit dem Biochip kommt es an 
den Stellen auf seiner Oberflache zu einer spezif ischen 
Bindung, die ein zur Probe komplementare chemisch-physika- 
lische Struktur aufweist. Aufgrund der Lumineszenzmarkie- 
nzng der Probe resultiert an der Bindungsstelle eine detek- 
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tierbare Lumineszenz, die eine direkte Information fiber die 
chemische und physikalische Struktur der Probe liefert. In- 
folge der hohen Anzahl der auf dem Chip immobilisierbaren 
Sonden stellt die Array-Technologie ein wertvolles Werkzeug 
auch fur die Austestung von Molekiilbibliotheken im Zuge der 
Pharmaka-Entwicklung dar. 

Da die Qualitat und die Anwendbarkeit der Chip-Technologie 
unmittelbar von der Nachweisempf indlichkeit sowie der spek- 
tralen SpezifitSt der Lumineszenzmarkers abh&ngt, wurden in 
der Vergangenheit vielfaltige Entwicklungen in Richtung 
neuer, verbesserter Lumineszenzsysteme unternoiraaen # urn so 
die Nachweisgrenzen fur den Bioassay entscheidend zu redu- 
zieren. 

Die Entwicklung lumineszierender Substanzeii betrif ft vor- 
wiegend zwei Stof fklassen. Bei der einen handelt es sich urn 
lumineszierende Molekule, deren bekannteste Vertreter Fluo- 
rescein, Rhodamin, Phycoerythrin/ Coumarin, Cy3, Cy5, TAM- 
RA, ROX, Oregon Green, Ethidiumbromid, Texas Red und Dabcyl 
sind (bei diesen Namen handelt es sich durchweg urn Handels- 
namen) . Die andere Verbindungsklasse stellen die vornehm- 
lich aus den Gruppen IIB und VIA, IIIA und VA Oder IVA des 
Periodensystems gebildeten Halbleiter-Nanokristalle dar, 
deren bekannteste Vertreter CdS, CdSe, CdTe, ZnS und ZnSe 
sind. Ein besonderes Merkmal dieser Halbleiter-Nanokristal- 
le ist zum einen die hohe Quant enausbeute, zum anderen nei- 
gen sie im Gegensatz zu den herkommlichen Lumineszenzf arb- 
stoffen praktisch nicht zum Ausbleichen. Ein weiterer be- 
merkenswerter Punkt, der die in der Literatur als „quantum 
dots* bezeichneten Verbindungen zu einer interessanten Al- 
ternative zu den herkommlichen Fluoreszenzfarbstof f en hat 
werden lassen, ist die Umstand, daS das Absorptions- und 
Emissionsverhalten der quantum dots grSBenabhangig ist. 
D.h. konkret: mit abnehmender TeilchengrSSe verschiebt sich 
das Emiss ions spekt rum in den kiirzerwelligen Bereich und um- 
gekehrt . 
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Fur die Entwicklung eines Bioassays unter Nutzung des Lumi- 
neszenzef f ektes eroffnet das zus&tzlich die Mdglichkeit, 
unterschiedliche Lumineszenz-Markierungen nicht allein iiber 
die Substanzauswahl, sonder auch liber die TeilchengroSe 
vorzunehmen. Dies bietet eine hervorragende Basis zur opti- 
schen Kodierung von Biomolekiilen im Rahinen der Bioarray- 
Entwicklung . 

Die Verwendung von Fluoreszenzmarkern in der Bioanalytik 
ist vielfaltig in der Literatur beschrieben. 
US Patent 4,777,123 beschreibt ein Immunoasay-Prinzip, das 
die Verwendung von mit zwei unterschiedlichen Fluorophoren 
markierten Rezeptoren offenbart, wobei der Energietransf er 
vom angeregten ersten Fluorophor auf den zweiten Fluorophor 
durch die Anwesenheit des zu detektierenden Liganden redu- 
ziert wird. 

Gegenstand des US Patentes 5,324,633 sind Bioarray-Methoden 
zur Erfassung von an Biopolymeren gebundene Fluoreszenz- 
markierte Rezeptoren mit Hilfe eines Photonenzahlers oder 
der konfokalen Mikroskopie. 

Xanthen-Fluoreszenz-Farbstof f e mit einer Anregungsfrequenz 
von 450-650 nm zur Zell-Detektion mit Hilfe markierter An- 
tik6rper sind im US Patent 5,066,580 ausgefiihrt. 
In den US Patenten 3,998,943, 3 f 996,345, 4,174,384, 
4,199,559 und 4,261,968 werden Ligemden-Rezeptorassays of- 
fenbart, deren Grundprinzip in der Markierung eines Rezep- 
tors und/oder Liganden mit einem Fluoreszenzfarbstof f be- 
steht, dessen Emissionsverhalten in Abhangigkeit von der 
Liganden-Rezeptorbindung detektiert wird. 

Im US Patent 5,319,209 sind Fluoreszenz-Sonden u.a. in Form 
von Benzofuran-isophthalat offenbart, die zur Messung von 
Ionenkonzentrationen in Zellen geeignet sind. 
Die Herstellung von Halbleiter-Nanokristallen bzw. quantum 
dots mit den entsprechenden optischen Eigenschaf ten ist 
allgemeiner Stand der Technik und in der Literatur divers 
beschrieben: Kortan et al., J. Am. Chem. Soc. Vol 112, 
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1327 / 1990; Colvin et al.. Nature, Vol. 370, 354, 1994; 
Murray et al., J. Am. Chem. Soc. Vol. 115, 8706, 1993; 
Hirai et al., J. Phys. Chem. B, Vol. 103, 4228, 1999; Dab- 
bousi et al., J. Phys. Chem. B, Vol. 101, 9463, 1997; 
Hines et al., J. Phys. Chem. Vol. 100, 468, 1996; Danek et 
al., Chem. Mater. Vol. 8, 173, 1996, Steigerwald et al., J. 
Am. Chem. Soc. (1988) 110: 3046-3050 und Llanos et al., 
Chem. Phys. Lett. Vol. 125, 299, 1986. 

Fur die Anwendung lumineszierender Substanzen in der Bio- 
analytik ist die eigentliche Synthese jedoch nicht allein 
ausschlaggebend, mitentscheidend ist parallel die Moglich- 
keit, die Lumineszenz -Marker an die entsprechenden Biosub- 
stanzen kovalent zu binden. Bei Lumineszenzf arbstof fen wer- 
den funktionelle Gruppen vorwiegend in Form von N-Hydroxy- 
succinimidyl-Estern oder Isothiocyanat-Funktionen einge- 
fiihrt, die mit den Aminogruppen der Biomolekiile eine Bin- 
dung eingehen. 

Die Funktionalisierung der quantum dots geschieht dagegen 
grundsatzlich nach zwei Verf ahrensweisen: zum einen werden 
die Oberf lichen mit funktionellen Merc apt overbindungen wie 
beispielsweise Mercaptopropions&ure, Dihydroliponsaure, 
MercaptoessigsSure, Mercaptosilanen umgesetzt, die dann 
vorzugsweise iiber die Carboxylfunktion an die entsprechen- 
den Biomolekiile gekoppelt werden (Gerion et al., J. Phys. 
Chem. Vol. 105, 8861, 2001; Mattoussi et al., J. Am. Chem. 
Soc. Vol. 122, 12142, 2000; Chan et al., Science Vol 281, 
2016, 1998; Mitchell et al., J. Am. Chem. Soc. Vol. 121, 
8122, 1999) Oder die quantum dots werden in eine Polymer- 
matrix oder Dendrimere eingekapselt („capping w ) . Lemon et 
al. (J. Am. Chem. Soc. Vol. 122, 12886, 2000), Sooklal et 
al. (Adv. Mater. Vol. 10, 1083, 1998) und Lakowicz et al. 
(J. Phys. Chem. Vol. 103, 7613, 1999) beschreiben die Ein- 
kapselung der Halbleiter-Nanokristalle mit Hilfe von Polya- 
midoamin-Dendrimeren. Einkapselungen unter Zuhilfenahme von 
Polystyrol-co-Vinylpyridin, Polystyrol, Silicagel oder Po- 
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lylaurylmethacrylat warden von Zhao et al. (Chem. Mater. 
Vol. 14, 1418, 2002) , Han et al. (Nature Biotech. , Vol. 19, 
631, 2001), Correa-Duarte et al. (Chem. Phys. Letters, Vol. 
286, 497, 1998), Chang et al. (J. Am. Chem, Soc. Vol. 116, 
6739, 1994) und Lee et al. (Adv. Mater., Vol. 12, 1102, 
2000) beschrieben. 

Quantum dots, die mit Mercaptokomponenten und Diaminocarbo- 
xylsSuren umhiillt sind sowie Halbleiter-Nanokristalle, die 
in der Gasphase mit Hilfe eines Spriihsystems hergestellt 
werden, sind Gegenstand der US Patente 6,114,038 und 
5,906,670. 

Die Herstellung von Halbleiter-Nanokristalle aus der Gruppe 
XII-V und II-VI, die zur Kopplung von Af f initats-Liganden 
befahigt sind, gehen aus den US Patenten 6,207,397, 
5,251,018, 5,751,018, 5,262,357 und 5,505,928 hervor. 
Gegenstand der US Patente 6,326,144 und 6,207,229 sind be- 
schichtete Halbleiter-Nanokristalle mit einer Aff initats- 
bindung zu biologischen Komponenten bzw. monodisperse, mit 
ZnS, ZnSe, CdS oder CdSe beschichtete lichtemittierende Na- 
nokristalle. 

US Patente 5,293,050 und 5,354,707 offenbaren lichtemitie- 
rende Halbleiterschichten aus Silicon fiir Schaltkreise, in 
denen die zweite Silicon-Schicht mindestens einen quantum 
dot enthalt. 

In US Patent 5,525,377 werden 20 bis 100 A grofie, mit Poly- 
methylmethacrylaten beschichtete Nanopartikel aus dotierten 
Halbleiter-Verbindungen fiir den Einsatz als Kathodenstrahl- 
rohren oder Elektrolumineszenz Displays beschrieben. 
Die Verwendung von Halbleiter-Nanokristallen in Form von 
ZnS, ZnSe, ZnTe, CdS, CdSe, CdTe; HgS, HgSe, HgTe, GaS, 
InAs, InP und InSb als Elektronen-Transportmedium zur Her- 
stellung von Elektrolumineszenz-Geraten, die bei angelegter 
Spannung sichtbares Licht verschiedener WellenlSngen emit- 
tieren, gehen aus dem US Patent 5,537,000 hervor. 
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Mit Ubergangsmet alien dotierte laserverstarkende Kristalle, 
bestehend aus Gruppe II und VI , sind Gegenstand des US Pa- 
tentes 5, 541, 948. 

Eine mit Lumineszenz-Nanokristallen dotierte Glasmatrix 
wird im US Patent 5,585,640 beschrieben. Zur Herstellung 
der dotierten vorgef ertigten Glasformen werden Temperaturen 
iiber 1000 °C benotigt. 

US Patent 5 r 770,299 offenbart Halbleiter-Nanokristalle be- 
stehend aus CdS und/oder III-V Komponenten oder II-VI 
Halbleiter-Nanokristalle als Pigmente fiir Anstrichf arben. 
Eine Festphasen-Synthese von Pluoreszenz-markierten Peptid- 
Bibliotheken auf kommerziellen Silicagel-Beads werden im US 
Patent 5, 789 ,162 beschrieben. 

Lumineszenz-Halbleiter-Nanokristall-Sonden ftir biologische 
Applikationen, die mit Si lander ivat en beschichtet und Affi- 
nitats-Molekttle zu binden befahigt sind, sind im US Patent 
5, 990, 479 ausgefiihrt. 

US Patent 5,043,265 offenbart Pluoreszenz Partikel in Form 
von ZnS-Ag und Y 2 0 2 S-Eu als Label fiir Immunoglobuline und 
Polynukleot ide . 

Die Herstellung von Nanopartikeln aus Ubergangsmetallen, 
Lanthaniden oder Actiniden in Gegenwart eines in einer in- 
erten Gelpolymeren dispergierten, in Form von NukleinsSure 
oder Proteinen vorliegenden Kationenaustauscher, ist Ge- 
genstand des US Patents 5,985,353. Durch Zugabe entspre- 
chender Anionen werden die an den Austauschern gebundenen 
Kationen zu Nanopartikeln ausgefallt. 

Phycobiliprotein-Marker, die den Grad der spektralen fjber- 
lappung zwischen der Anregungs- und Emissionsf reqpienz redu- 
zieren konnen, entsprechend einer deutlichen Stokes-Ver- 
schiebung, sind im US Patent 4,666,862 sowie von Oi et al. 
(J. Cell. Biol, Vol. 93, 891 1982) beschrieben. 



Eine weitere Gruppe lichtemittierender Substanzen stellen 
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die sogenannten up-converting phosphors dar, deren Beson- 
derheit in der Emission kiirzerwelliger Strahlung gegeniiber 
der Anregungstrahlung besteht. Substanzen dieser Art setzen 
sich weitgehend aus Verbindungen des Sauerstof f s und/oder 
Schwefels und/oder Pluors mit den Lanthanoiden oder Yttrium 
zusammen. 

Fur die Verwendung im Bioassay haben diese Substanzen den 
Vorteil, dafi ihre Absorptions- und Emissionsf requenzen 
nicht durch Autof luoreszenz der Tragersysteme wie Trager- 
partikel oder Mikrotiterplatten gestort werden, ein PhSno- 
men, das in der heutigen Bioanalytik bei der Verwendung von 
TrSgersystemen jedweder Art ein nach wie vor ungeliSstes 
Problem darstellt. 

In den US Patenten 5,674,698 und 5,698,397 sind eine Reihe 
von Molekiil-Sonden in Form dotierter up-converting phospho- 
re wie z.B. Na-Yttriumf luorid, Na-Yttriumf luorid, Lanthan- 
f luorid, Gadoliniumf luorid und Yttriumoxysulf ide beschrie- 
ben, die mittels Laseranregung in biologischen sowie ande- 
ren Assays genutzt werden. 

In Polyacrylat-Mikrotragem eingekapselte up-converting 
phosphor Partikel, die fiir die Anregungs- und Emissionsfre- 
quenzen transparent sind und iiber funktionelle Gruppen 
Protein- Sonden kovalent binden kdnnen, sind im US Patent 
5,132,242 ausgefiihrt. 

Up-converting phosphore fiir die Detektion von NukleinsSure- 
sequenzen bzw. fiir den Immunoassay sind von Corstjens et 
al. (Clin* Chem. Vol, 47, 1885, 2001) und Niedbala et al. 
(Anal. Biochem. Vol. 293, 22, 2001), Silan-beschichtete up- 
converting phosphore von Hampl et. al. (Anal. Biochem. Vol. 

r 

288, 176, 2001) beschrieben. 

Lumineszierende Metallporphyrine, die zur Detektion von 
biologischen Substanzen verwendet werden kSnnen, sind Ge- 
genstand des US Patentes 6,004,530. 
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Die aus dem Stand der Technik bekannten Lumineszenzmarker 
in Form von Einzelmolekulen oder Nanokristallen haben den 
Nachteil, daS ihre Verwendung speziell fiir den Bioassay 
aufwendige Pr&parationen sowohl in bezug auf den zeitlichen 
als auch den verf ahrenstechnischen Auf wand erfordern. So 
sind in der Regel Synthese- bzw. Praparationszeiten von 
mehreren Stunden bis hin zu mehreren Tagen (vgl. US Patent 
5/132,242) in Verbindung xnit aufwendigem verf ahrenstechni- 
schem Auf wand notwendig: Arbeiten unter Stickstoff -Inert - 
gasatmosphare, Destillationen, Arbeiten in organischen Me- 
dien. Dariiber hinaus weisen die Produkte, sofern es sich um 
organische Polymere handelt, eine ausgepragte Autofluores- 
zenz auf, vgl. Han et al., als Referenz oben aufgefiihrt. 
Die gravierendste Einschrankung der bekannten Lumineszenz 
Systeme ist, daS in der Regel jeweils nur ein oder sehr we- 
nige Lumineszenz Partikel (Halbleiter-Nanokristalle oder 
up-converting phosphor Kristall) pro zu markierendem Biomo- 
lekiil gebunden werden. Diese Beschrankung reduziert konse- 
quenterweise die Nachweisempf indlichkeit des Bioassays 
nachhaltig. Ahnliches gilt auch fiir Lumineszenzmolekule, 
von denen auch nur eine sehr geringe Zahl pro Biomolekiil 
gebunden werden konnen, so dass das von einem markierten 
Bibmolekiil ausgehende Signal schwierig ist zu detektieren. 
Hinzu kommt, daS durch die Kopplung der lumineszierenden 
Substanz an das Biomolekiil (z.B. Antikorper) dieses inakti- 
viert werden kann. Bei den alternativ dazu entwickelten Lu- 
mineszenz -markierten Mikro- oder Nanopartikeln handelt es 
sich jedoch durchweg um auf der Oberflache der Partikel ge- 
bundene Lumineszenzmarker, deren Herstellung, Anwendung und 
Detektion schwierig ist; vgl,: Fornusek und Vetvicka, "Po- 
lymeric Microspheres as Diagnostic Tools for Cell Surface 
Marker Tracing , " in CRC Critical Reviews in Therapeutic 
Drug Carrier Systems, 2, pp. 137-174, 1986. Der Artikel 
enthalt eine kritische Ubersicht iiber diese Technik, des- 
weiteren, hier als Referenz angegeben: Kaplan et al. (Bio- 
chimica et Biophysica Acta, Vol. 728, 112, 1983) sowie die 
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US Patente 3,853,987, 4,035,316, 4,105,598, 4,108,972, 
4,224,198 uzid 4,326,008. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung 1st es, die Nachteile 
der aus dem Stand der Technik bekannten Lumineszenz-TrSger- 
systeme zu umgehen und lichtdurchlSssige, nicht autofluo- 
reszierende mikro- und submikropartikulare Teilchen mit a- 
daptierbarer Porositat bereitzustellen, die multiplexe lu- 
mineszierende Substanzen enthalten. Durch die Moglichkeit 
der Einkapselung einer Vielzahl lumineszierender Agenzien 
sowohl in Form von Molekiilen als auch Nanopartikeln bzw. 
Kolloiden kann iiberraschenderweise die Nachweisempf indlich- 
keit fur Biomolekiile im Rahmen der Bioanalytik und Diagnos- 
tik so gesteigert werden, daS die Mdglichkeit zum Nachweis 
einzelner Molekiile moglich wird. Desweiteren kann durch die 
Einkapselung mehrerer Lumineszenz -Substanzen mit unter- 
schiedlichem Emissionsverhalten eine Vielzahl optischer Ko- 
dierungen der Biomolekiile vorgenommen werden. 
Diese Aufgabe wird gemaS der Erfindung durch Einkapseln lu- 
mineszierender Substanzen in eine lichtdurchlassige Matrix 
aus Silicagel ermSglicht, die die grundsatzlichen Lumines- 
zenz Eigenschaften der Basissubstanz nicht beeintrachtigen. 
Weiterhin wird diese Aufgabe gemas der Erfindung durch ein 
inverses Suspensions -Verfahren geldst, indem eine Mischung # 
bestehend aus einem Silicagel-Sol und der lumineszierenden 
Substanz, in einer mit Wasser nicht mischbaren organischen 
Phase dispergiert und anschlieEend polykondensiert wird. 
Dadurch werden dreidimensional vernetzte, perlfdrmige Poly- 
mertrager gebildet, die die Lumineszenz- Substanz eingekap- 
selt enthalt. 

Silica-Sole werden nach den aus dem Stand der Technik all- 
gemein bekannten Verfahren durch Hydrolyse von Alkoxysila- 
nen mit Hilfe verdvinnter MineralsSuren (Dave et al. in: Im- 
mobilized Biomolecules in Analysis, Hrsg. Cass und Ligler, 
Oxford University Press, 1998; WO 02/09125 Al) hergestellt. 
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Als Alkoxysilane konnen Kieselsaureorthoester aliphatischer 
Alkohole eingesetzt werden, wobei bevorzugt Methyl-/ Athyl- 
oder Propylester einzeln oder als Mischungen verwendet wer- 
den. Zu dem Silica-Sol werden im zweiten Schritt die ent- 
sprechenden Lumineszenz-Substanzen zugegeben. Urn das hete- 
rogene Sol-Lumineszenz-Substanz Gemisch homogener durchmi- 
schen zu konnen, wird die Reaktion in einem Ultraschallbad 
oder unter Zuhilf enahme einer Ultraschallsonotrode durchge- 
fiihrt. Der Be schal lungs vorgang dauert in der Regel eine 
halbe Minute. Die so gewozmene kolloiddisperse Mischung 
wird anschlieBend in einem organischen, nicht mit Wasser 
mischbaren Losungsmittel in der Regel unter Riihren disper- 
giert. Dabei werden perlf Srmige Sol-Tr6pf chen gebildet, die 
durch anschliefiende Zugabe einer verdunnten Base zu dreidi- 
mensional vernetzten Silicagelen polykondensieren. 
Die Polar i tat seigenschaf ten des Sols und der organischen 
Dispersionsphase sind so gewahlt, daS zum einen eine stabi- 
le Suspension gebildet wird, zum anderen die zugesetzte Lu- 
mineszenz-Substanz eine hohe Affinitat zu der Sol-Phase be- 
sitzt, so dass eine klare Trennung zwischen Sol- und orga- 
nischer Phase stattfindet und demzufolge sich die zugesetz- 
te lumineszierende Verbindung ausschlieSlich in der Sol- 
Phase homogen verteilt. 

Der gesamte Herstellungsprozess, einschlieSlich der Prepa- 
ration der Silicagel-Sole, erfordert je nach Ansatz einen 
Zeitaufwand von 20 bis 50 Minuten. 

Ausgangspunkt der Synthese der Lumineszenz-Partikel sind 
Silica-Sole, die nach bekannten Verfahren durch Hydrolyse 
geeigneter Alkoxysilane in saurem, waSrigem Milieu gebildet 
werden. Fur das Verfahren und Produkt werden bevorzugt sol- 
che Silane eingesetzt, die einen CI bis C3 Esterrest besit- 
zen. Dies ermoglicht iiberraschenderweise zusainmen mit einer 
def inierten Konzentration der Silane die Herstellung voll- 
kommen transparanter Partikel. Die Konzentrationen der Al- 
koxysilane im Anfangsansatz liegen zwischen 40 und 90 Vol%, 
vorzugsweise zwischen 65 und 80 Vol%. Durch Beschallen der 
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Silane in Gegenwart einer waSrigen Saurelosung, deren Volu- 
menanteil im Silanansatz in der Kegel zwischen 10 und 40 
Vol% und deren Konzentration in der Kegel zwischen 0,01 und 
0,5 Mol/Liter betragt, werden klare Sole gebildet. Die Be- 
schallungszeiten dauern je nach Saurekonzentration 5 bis 20 
Minuten. Die so gewonnenen Silica-Sole lassen sich mehrere 
Tage bei Ti e fkuhl temper at ur en (ca. -18°C) aufbewahren oder 
konnen wahlweise sofort weiterverarbeitet werden. 
Ein weiteres Merkmal der erf indungsgemSSen Silicagel-Tech- 
nologie besteht darin, die Porositat der gewonnenen Parti- 
kel in weitem Rahmen zu variieren, ein Parameter, den kein 
anderes aus dem Stand der Technik bekanntes Verf ahren in 
der Weise bietet. 

Die Porositat von partikularen Tragermedien spielt bei 
s&mtlichen Bioassays oder Separationsprozessen insofern ei- 
ne entscheidende Rolle, als die spezifische Nachweisbarkeit 
des Analyten von dessen Anbindung an die auf dem Trager im- 
mobilisierten Liganden- bzw. Rezeptoren abhSngt. Das AusxnaS 
und die Qualitat dieses Bindungsprozesses wird direkt von 
der zuganglichen OberflSche des Tragers beeinfluSt, Letzte- 
re wird unmittelbar von der Porositat des Tragers bestimmt. 
Diese kann iiberraschenderweise mit Hilfe der erf indungsge- 
mafien Produkte und Verf ahren iiber den Zusatz bestixtimter 
Stoffe zu dem Sol eingestellt werden. Diese allgemein als 
Porogene bezeichneten Substanzen werden dem Sol vor der 
Dispersion zugegeben. Als Zus&tze kommen bevorzugt solche 
Stoffe in Frage, die das Absorptions-Emissions-Verhalten 
der TrSger nicht beeintrachtigen. Die Erfindung nicht ein- 
schrankende Beispiele hierfiir sind: Polyethylenglykol, Po- 
lyvinylalkohol, Polyacrylsaure, PolyaminosSuren, Polysac- 
charide, Proteine oder Polyvinylpyrrolidon. Sie werden wah- 
rend des Dispersions- und Vernetzungsprozesses in die spha- 
rischen Partikel eingekapselt . Der Volumenanteil der orga- 
nischen Polymerlosungen, die durchweg als 1 bis 10%ige waS- 
rige Losxingen vorliegen, liegt zwischen 1 und 20 % bezogen 
auf die Sol-Phase. 
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Ein weiterer Parameter zur Einstellung der PorositSt ergibt 
sich aus der Auswahl der Zusammensetzung der verschiedenen 
di- tri-oder tetrasubstituierten Silankomponenten. So wei- 
sen Gele aus rein tetrasubstituierten Estern grundsatzlich 
eine geringere Porositat auf als Sole bzw. Gele, die unter 
Zusatz von di- oder tri-substituierter Esterverbindungen 
hergestellt wurden. Durch gezieltes Zumischen der di- oder 
trifunktionellen Esterverbindungen lassen sich so Porenwei- 
ten im Bereich von 50-200 nm realisieren. Die Konzentration 
der di- und trifunktionellen Silane betragen in der Regel 
1-10 , vorzugsweise 1 bis 5 Vol%, bezogen auf die Gesamtsi- 
lankonzentrat ion . 

* 

Ein weiterer, wesentlicher Aspekt der erf indungsgemaSen 
Produkte und Verfahren besteht darin, die TeilchengroSe so- 
wohl iiber die Art und Weise des xnechanischen Ruhrens als 
auch iiber die Viskositat des Silica-Sols zu steuern. Be- 
kannterweise werden die TeilchengrdSen bei einer Suspensi- 
onspolymerisation iiber die Rtihrgeschwindigkeit eingestellt, 
derart, daS grundsatzlich. mit zunehmender Riihrgeschwindig- 
keit die TeilchengroSe aJbnimmt. Der Zusammenhang dieser Pa- 
rameter trifft auch bei der vorliegenden Erf indung zu, 
d.h., Ruhrgeschwindigkeiten >1000 U/Min. fiihren allgemein 
zu TeilchengroSen <50 ym, solche von >5000 U/ Min. durchweg 
zu TeilchengroSen <10 juru Zur Erzielung noch feinerer Par- 
tikel im submikrometer Bereich sind Dispergierwerkzeuge, 
die z.B. nach dem Rotor-Stator-Prinzip arbeiten und eine 
Rotorgeschwindigkeit von >10.000 U/Min. aufweisen (z.B. 
Ultra- Turr ax® ) , erf orderlich. Auch durch Behandlung mit 
Ultraschall lassen sich TeilchengroSen im Bereich von 0,5 
bis 10 lim realisieren. 

Neben der rein mechanischen Einf luBgroSe konnte gezeigt 
werden, daS auch die Viskositat des Sols einen entscheiden- 
den EinfluS auf die PartikelgrSBen hat. Sinkende Viskositat 
des Sols fiihrt in der Regel zu einer analogen Verringerung 
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der TeilchengrSSen und umgekehrt: steigende Viskositaten 
ftihren allgemein zu einer TeilchenvergrdSerung . Die zur 
Herstellung der erf indungsgemaSen Produkte mit den ge- 
wttnschten PartikelgroSen von 0,5 bis 50 ]im erf order lichen 
Viskositaten liegen im Bereich von 5 bis 300 cp. 

Nach der Preparation des Sols mit den gewiinschten Eigen- 
schaften wird im darauf folgenden Schritt der entsprechende 
Lumineszenzmarker zugesetzt und mit dem Sol innig ver- 
mischt, vorzugsweise unter Zuhilfenahme einer Ultraschall- 
Behandlung. Als lumineszierende Substanz kommen grundsatz- 
lich solche Verbindungen in Frage, die nach Absorption von 
Strahlung einer bestimmten Wellenlange zur Emission von 
Photonen einer von der Absorptionsf requenz unterschiedli- 
chen Frequenz befahigt ist und mit dem Silicagel-Sol eine 
homogene Mischung einzugehen in der Lage ist. 
Substanzen dieser Art sind in der als Referenz auf gefiihrten 
Literatur vielfaitig beschrieben. Die das erf indungsgemaSe 
Produkt nicht einschrSnkende Beispiele fiir lumineszierende 
Molekiile bzw. Marker sind: Fluorescein, Rhodamin, Coumarin, 
Dansylchlorid, Ethidiurabromid, Texas Red, Phycoerythrin, 
Oregon Green Oder Cascade Blue weiterhin die unter der Han- 
del sbezeichnung BODIPY, SYBR Green, TOTO-1 oder YOYO-1 be- 
kannten Verbindungen sowie die Derivate dieser Produkte. 
Als Halbleiter-Nanokristalle kommen Verbindungen aus der 
Reihe II-VI wie z.B. MgS, MgSe, MgTe, CaS, CaSe, CaTe, SrS, 
SrSe, SrTe, BaS, BaSe, BaTe, ZnS, ZnSe, ZnTe, CdS, CdSe, 
CdTe, HgS, HgSe oder HgTe sowie Nanokristalle der Gruppe 
III-V wie GaAs, InGaAs, InP oder InAs in Frage. Desweiteren 
sind auch Halbleiter aus der Gruppe IVA wie z.B. Germanium 
geeignet • 

Geeignete Beispiele fiir die up-converting phosphore sind 
Verbindungen aus Seltenen Erden oder Elementen der Gruppe 
IIIB wie: Na~Yttriumf luorid, Lanthanf luorid, Lanthanoxysul- 
fid, Yttriumoxysulfid, Yttriumf luorid, Yttriumgallat, Gado- 
liniumfluorid, Barium- Yttriumf luoride, Gadoliniumoxysulf id 
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sowie mit Aktivatorpaaren wie Ytterbium/Erbium, Ytterbium/ 
Thulium Oder Ytterbium/Holmium dotierte Verbindungen des 
obigen Typs. Weiterhin als up-converting phosphore sind 
Che lat -Verbindungen aus Erbium, Neodym, Thulium, Holmium 
und Praseodym geeignet. 

In analoger Weise lassen sich auch lumineszierende Proteine 
wie Rhodopsin, das griin-f luoreszierende Protein („green 
fluorescent protein", 6FP) sowie Metal Iporphyrine als Lumi- 
nes zenz - Subs tanz einset zen . 



Die Konzentration der zugesetzten lumineszierenden Subs t an - 
zen kann in weitem Rahmen variiert werden, je nach Erfor- 
dernis, die an die betreffende Bibanalytik oder Diagnostik 
gestellt ist. In der Regel reichen Konzentrationen von 1-10 
Gew% der Markersubstanz aus, urn eine deutliche Lumineszenz 
zu erzielen. Diese Konzentrationen iibertreffen die bei den 
herkdmmlichen Assays pro Analyt einsetzbaren Lumineszenz- 
marker-Konzentrationen um mehrere Zehnerpotenzen. 

Aufgrund der hervorragenden Mischbarkeit der Silica-Sole 
mit den verschiedensten Substanzen, hat sich iiberraschen- 
derweise die Moglichkeit ergeben, zusatzlich zu den Lumi- 
neszenz -Substanzen simultan auch magnetische Verbindungen 
in Form magnetischer Kolloide bzw. Nanopartikel miteinzu- 
kapseln. Dies ermoglicht eine vollig neuartige Eigen- 
schaftskoxnbination, die die parallele Nutzung des Lumines- 
zenzeffektes und der magnetischen Abtrennung eroffnet. 
Hieraus ergeben sich vollig neue Perspektiven fur die Ent- 
wicklung hochef f izienter Bioarrays, mit denen eine sehr ho- 
he Zahl von Biomolekulen („Molekiil-Bibliothek^) ausgetestet 
werden kann, die den bisherigen, ausschliefilich auf Poly- 
mer- oder Glassubstraten durchgefuhrten Arrays verschlossen 
bleibt . 

Als magnetische Substanzen kommen durchweg die bekannten 
ferro-, ferri- oder superparamagnetischen Substanzen sowie 
Ferrof luide in Frage, die in der einschlagigen Literatur 



« 



WO 03/083481 



PCT/EP03/03163 



vielfach beschrieben sind: Br. Patent 1 439 03 1, Shinkai et 
al., Biocatalysis Vol 5, 61, 1991, Rondo et al., Appl. Mic- 
robiol. Biotechn. Vol. 41, 99 , 1994. 

Die Konzentrationen der Magnetkolloide werden durchweg so 
gewahlt, daS die Transparenz der Partikel im Hinblick auf 
das Absorptions- und Emissionsverhalten der Lumineszenzmar- 
ker grundsatzlich nicht beeintrachtigt ist. Sie liegen in 
der Kegel zwischen 10 und 30 Gew% bezogen auf die Silica- 
gel -Partikel • 

Im dritten Verf ahrenschritt werden die Silicagel-Lumines- 
zenzmarker-Mischungen in einer organischen Phase unter Riih- 
ren dispergiert. Als Dispergiermittel sind solche Losungs- 
mittel geeignet, die mit Wasser nicht -mischbar sind und ei- 
ne stabile Dispersion des Silica-Sols erlauben. 
Dispersionsmittel dieser Art sind aus dem Stand der Technik 
allgemein bekannt und in WO 02/09125 sowie von Laane et al. 
(^Biocatalysis in Organic Media", Laane et al. Hrsg., Else- 
vier, Amsterdam, pp 65, 1987) beschrieben. Losemittel, die 
diese Eigenschaf ten erfullen, sind z.B. Hexan, Trichlor- 
ethylen, Petrolather, Toluol, Chloroform, 1.1. 1-Trichlor- 
athan,Tetrachlorkohlenstoff , Heptan. Auch Mischungen der 
obigen Ldsungsmittel, die eine Dichte von ca. 1 g/cm 3 auf- 
weisen, eignen sich gut zum Dispergieren. Die Volumenver- 
haltnisse organische Phase zu Hydrosol betragen in der Re- 
gel 8:1 bis 30:1. 

Im Hinblick auf eine engere GroSenverteilung der Partikel 
und auf ein besseres Dispergierverhalten k£nnen der organi- 
schen Phase eine Oder mehrere oberf ISchenaktive Substanzen 
in Form von Tensiden, Dispersionsstabilisatoren oder Emul- 
gatoren zugesetzt werden. Beispiele hierfxir sind: Propyle- 
noxid-Athylenoxid-Blockcopolymere, Polyhydroxyf ettsaure- 
Polyathylenglykol-Blockcopolymere, Polyathylenglykol-Ather- 
derivate, Sorbitan-FettsMureester, Blockcopolymere aus Ri- 
zinusdl-Derivaten, Polyathylenglykol-Castorol-Derivate, Po- 
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lyoxyathylen-Sorbitan-Fettsaureester, Alkylphenylpolyathy- 
lenglykol-Derivate, Polyglycerinester, modif izierte Polyes- 
ter , Polyoxypropylen-iithylendiamin-Blockcopolymere # Poly- 
athylenglykole , PolyoxySthylen- , Polyoxyathylen-Alkohol- 
Derivate. Substanzen dieser Art sind im Handel u^a. unter 
der Handelsbezeichnung: Renex®, Estol®, Prisorine®, Hyper- 

mer®, Pluronic®, Tween®, Eumulgin®, Pripol®,Tetronic®, 
Brij®, Lameform®, Arlacel®, Span®, Dehymuls®, Synperonic® 
oder Triton® bekannt. Die ftir die Herstellung der Partikel 
relevanten Tensid-Konzentrationen liegen zwischen 0,1 und 
15%, vorzugsweise zwischen 0 f 5 und 6 Vol- bzw. Gew%. 

1m letzten Verf ahrensschritt werden die Sole wahrend des 
Dispergiervorganges mit einer verdunnten Base versetzt, wo- 
durch erstere zu einem festen Gel polykondensieren. Die Fi- 
xierung der Sole zu den gewiinschten Gel-Partikeln geschieht 
in der Regel innerhalb weniger Sekunden (3 bis 20 Sekun- 
den) . Dement sprechend erf ordert der mechanische Dispergier- 
vorgang auch nur wenige Sekunden. Der Gelbildungs- sowie 
der parallele mechanische Dispergierprozess ist dabei urn so 
kurzer, je hoher die gewahlte Basenkonzentration 1st. Als 
Base wird vorzugsweise Ammoniak in Form einer 1 bis 12%igen 
wafirigen Losung verwendet, andere Basen, wie z.B. NaOH, Di- 
athylamin oder KOH, konnen grundsatzlich auch eingesetzt 
werden. Die Volumenverhaltnisse Base zu Sol liegen iibli- 
cherweise zwischen 1:2 und 1:4. 

Infolge der aufierst rasch verlaufenden Gelierungsreaktion 
wird der gesamte Partikel -Her stellungsprozess einschlieS- 
lich der Einkapselung der Lumineszenzmarker innerhalb von 
einer Stunde bewerkstelligt . Dies stellt gegeniiber alien 
herkommlichen Verfahren zur Herstellung lumineszierender 
Partikel eine Zeitersparnis von bis zu 90% dar. 

Dem Herstellungsprozess schlieSen sich mehrere Waschungen 
mit Alkohol und Wasser an. Die erhaltenen Magnettrager wer- 
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den iiblicherweise in Wasser aufbewahrt. Danach konnen die 
gewonnenen Silicagel-Partikel direkt zur weiteren Funktio- 
nalisierung herangezogen werden. 

Zur Ankopplung der Lumineszenz Partikel an die entsprechen- 
den Biomolekttle wie Proteine, Antikdrper, Peptide, Enzyme, 
Nukleinsauren, Oligosaccharide, die durchweg als Zielsub- 
stanzen, Rezeptoren, Bioliganden oder Analyt-Sonden fungie- 
ren, werden die hinlanglich bekannten Aktivierungs- und 
Kopplungsverfahren fttr Silicagel- bzw. silanisierte Trager 
verwand. Dazu gehoren die Umsetzungen mit funktionellen Al- 
koxysilanen, die z.B. iiber Amino-, Epoxy-, Mercapto-, Iso- 
thiocyanat-, Acryl- oder Halogen-Gruppen verfiigen. Beispie- 
le fiir solche Aktivierungs- bzw, Kopplungsagenzien sind: 3- 
Aminopropyl-triethoxysilan, 3- Aminopropyltrimethoxysilan, 
3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan, 3-Glycidyloxypropyl- 
methyl-diethoxysilan, 3-Mercaptopropyl-trimethoxysilan, 3- 
Isothiocyanatopropyl-triethoxysilan, Methacryloxypropyl- 
triethoxysilan, Chlorpropyl-triethoxysilan. Auch die Ein- 
ftihrung von Carboxyl-, Hydroxy 1 oder Aldehyd-Gruppen iiber 
eine entsprechende Derivatisierung der obigen Alkoxysilane 
z.B. mit Aminocarbonsauren, Glutardialdehyd oder Hydrolyse 
der Epoxy-Gruppen mit Sauren oder Basen zum Hydroxy- Deri vat 
ist allgemein aus dem Stand der Technik bekannt. Ebenso 
fiihrt die Umsetzung der Epoxy- aktiviert en Trager u.a. init 
Carbons&uren, Sulfiten, Thiosulf aten, Amino- subs tituierten 
CarbonsSuren wie z.B. Nitrilotriessigsaure oder Iminodies- 
sigsaure nach den bekannten Verfahren zu einem Metallche- 
lat-Trager. Auch die Aktivierung der Silicagel-Partikel ii- 
ber photoaktive, beispielsweise Arylazid- oder Diazirin- 
Funktionen-tragende Agenzien, die durch UV-Bestrahlung zu- 
nachst an den Trager gekoppelt und anschlieSend mit dem Bi- 
oliganden bzw. dem Biomolekul abreagieren konnen, sind 
ebenfalls in einfacher Weise durchf iihrbar . Substanzen die- 
ser Art sind z.B.: N-Hydroxysuccinimidyl-4-azidobenzoat, 
C2-Nitro-4- [3- (trif luormethyl) -3H-diazirin-3- 
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yl ] phenoxy ] acetyl -N-hydroxysuccinimidat , N-Hydroxysuccin- 
imidyl- (4-azidophenyl) -1, 3 % -dithiopropionat, N~ [m- [3- (tri- 
f luormethyl) diazirin- 3 -yl] phenyl] -4-maleimidobutyramid. 
Auf eine detaillierte Beschreibung der verschiedenen Akti- 
vierungen, Funktionalisie-rungen sowie Kopplungen kann an 
dieser Stelle verzichtet werden, da die speziellen Reakti- 
onsmethoden allgemein bekannt sind und von einem Fachmann 
auf diesem Gebiet jeder Zeit genutzt werden konnen (vgl. 
Vansant et al., in: „Characterization and Chemical Modifi- 
cation of the Silica Surface™, Hrsg. Delmon und Yates # El- 
sevier, Amsterdam, 1997; „Scientific and Clinical Applica- 
tions of Magnetic Carriers", Hafeli et al. (Hrsg.), Plenum 
Press/ New York, 1997; Shriver-Lake in: immobilized Bio- 
molecules in Analysis™, Cass und Ligler Hrsg., Oxford Uni- 
versity Press, 1998; WO 99/01766; Lottspeich und Zorbas 
Hrsg., in: „Bioanalytik", Spektrum Verlag, Heidelberg, 
1998). Die erwahnten prinzipiellen Ausfiihrungsformen sind 
daher in keiner Weise als limitierende Of f enbarungen auf zu- 
f as sen. 

Die Anwendung der erf indungsgemaSen Lumineszenz-Partikel 
erstreckt sich auf samtliche Gebiete der Bioanalytik und 
Diagnostik, die zum Nachweis oder Quant if izierung spezifi- 
scher Substanzen bzw. Analyten eine Farbreaktion, die Lumi- 
neszenz oder Radioaktivitat nutzen. Beispiele hierfur sind 
der Immunoassay in Form des Radio- Oder des Enzymimmunoas- 
says, der NukleinsSurenachweis, die Proteomanalyse, die 
DNA-Sequenzierung, der Phage -Display, die Zellmarkierung, 
der Nukleinsaure-Array oder die Zellmarkierung. Ferner las- 
sen sich die partikulSren Lumineszenzmarker in der Durch- 
fluScy tome trie bzw. im f luoreszenzaktivierten Zellsorter 
(f luorescene-activated cell sorter, FACS®) oder beim Durch- 
testen von DNA- oder Protein-Bibliotheken einsetzen. 
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In den nachf olgenden Beispielen werden die erf indungsgema- 
Sen Produkte und Verf ahren naher beschrieben, ohne diese zu 
begrenzen. 

Beispiel 1 

5 ml Tetramethoxysilan werden zusammen mit 2 ml 0,05 M HCl 
in einem Ultraschallbad fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur 
beschallt. 2 ml des gewonnenen klaren Sols werden mit 1 ml 
0,05 %iger Rhodamin B-LSsung versetzt. Die erhaltene Mi- 
schung wird in 25 ml 0,4 ml Korantin (BASF) enthaltendem 
Hexan eingetragen. Der Ansatz wird mit einem Dispergier- 
werkzeug (Ultra-Turrax) fiir 3 Sekunden bei 20.000 U/min. 
dispergiert. Nach erfolgter Zugabe von 1 ml l%ige Ammoniak- 
Losung wird noch 5 Sekunden weiter dispergiert • Nach weite- 
ren 5 Minuten werden die Teilchen mitt els zweiminiitiger 
Zentrifugation sedimentiert . Der Uberstand wird abdekan- 
tiert und je dreimal mit je ca. 10 ml Ethanol, Aceton und 
Wasser nachgewaschen. Es werden Lumineszenzpartikel mit ei- 
ner TeilchengroSe von 1-3 pm gewonnen. 

Die gewonnen Teilchen werden anschlieSend mehrfach mit was- 
serfreiem Toluol gewaschen und anschlieSend unter Argonat- 
mosphare mit 5 ml wasserfreiem Toluol und 2 ml 3-Glycidyl- 
oxypropyl-trimethoxysilan 3 Stunden bei 90°C unter Riihren 
umgesetzt. Danach wird ftinfmal mit Toluol und Aceton nach- 
gewaschen. 

100 mg des gewonnenen Produktes werden sodann dreimal mit 
0,5 molarem Phosphat-Puf f er, pH 8,5, gewaschen und an- 
schlieSend mit 2 ml desselben Puffers, in dem 10 mg Strep- 
tavidin gelost sind, bei 40°C 5 Stunden inkubiert. Das Pro- 
dukt wird anschlieSend fiinfmal unter Anwendung eines jewei- 
ligen Zentrifugationsschrittes mit 0,05 M Phosphat-Puf fer, 
pH 7,2 gewaschen, Zur Blockierung restlicher Epoxy-Gruppen 
wird das gekoppelte Produkt 24 Stunden in l^iger Athanol- 
amin-Losung, die 0,1% Serum Albumin enthait, bei Raumtempe- 
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ratur aufbewahrt. Danach erfolgt mehrf aches Waschen mit 
0 r 05 Tris/HCl-Puffer, pH 8,0. 

Es result iert ein Produkt, das zur Bindung bzw. Markierung 
biotinylierter Biomolektile eingesetzt werden kann. 

Beispiel 2 

2 ml des analog Beispiel 1 hergestellten Silica-Sols # wer- 
den mit 10 mg nach einer Vorschrift von Sooklal et al. 
(Adv. Mater. , Vol. 10, 1083, 1998) synthetisierten CdS- 
Halbleiter-Nanokristallen, die eine mittlere Teilchengrofie 
von 138 urn aufweisen, vermischt und anschlieSend 2 Min. bei 
Raumtemperatur beschallt. Die Mischung wird in 25 ml Tolu- 
ol, das je 2,5 Vol% Span 60 und 0,5Vol% Tween 80 geldst 
enthalt, mit Hilfe eines Ultra-Turrax bei 20.000 U/min. 5 
Sekunden dispergiert. Nach Zugabe von 1 ml 6%iger Ammoniak- 
Losung wird noch 5 Sekunden weiter dispergiert. Es folgt 
die Separation und Aufarbeitung der Partikel analog Bei- 
spiel 1. Es werden Lumineszenzpartikel mit einer mittleren 
Teilchengrofie von 3,6 pm gewonnen, deren Emissionsmaximum 
bei 510 nm liegt. 

Zur Aktivierung der Teilchen werden 75 mg Lumineszenzparti- 
kel in Gegenwart von [2~Nitro-4- [3- (trif luoonethyl) -3H- 
diazirin-3-yl] phenoxy] acetyl -N-hydroxysuccinimidat (Ansatz : 
5 mg gel6st in 0,5 ml Ethanol-Wasser (1:1)), mit Hilfe des 
Stratalinker UV 2400 (Stratagene) fur 20 Minuten bestrahlt. 
An das aktivierte Produkt k6nnen nach entsprechendem Wasch- 
vorgang mit Athanol und Wasser Aminogruppen-haltige Biomo- 
lekule, Liganden oder Rezeptoren wie Nukleinsauren, Protei- 
ne oder Antikorper nach den bekannten Methoden (Matson und 
Little, J. Chromatogr . , Vol. 458, 67, 1988) gekoppelt wer- 
den. 
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Beispiel 3 

0,5 ml Tetraethoxysilan werden mit 0,1 ml Wasser und 0,08 
ml 0 # 1 M HC1 vermischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur 
in einem Ultraschallbad beschallt. 0,2 ml des gewonnenen 
Sols werden mit 5 mg (YYbEr) 2 0 2 S, das nach einer Vorschrift 
von Hampl et al. (Anal. Biochem., Vol. 288, 176, 2001) her- 
gestellt wurde, vermischt und 5 Minuten im Ultraschallbad 
behandelt. Der Mischung werden sodann 30 mg Magnet it -Pulver 
(Bayferrox 318M # Fa. Bayer # FRG) zugesetzt. Die Mischung 
wird nochmals ftir 2 Minuten beschallt. Die Mischung wird 
anschlieSend unter Riihren (Ultra-Turrax) bei 12.000 U/min 
in 3 ml Trichlorethylen, in dem 2 Vol% Dehymuls HRE7® und 

0,5 Vol% Prisorine 3700® gelost sind, dispergiert. Wahrend 
des Dispergiervorganges werden 0,08 ml 6%ige wafirige Ammo- 
niaklosung zugefiigt. Es wird noch weitere 5 Sekunden wei- 
tergeriihrt. Separation und Aufarbeitung der gewonnenen Lu- 
mineszenzpartikel erfolgt analog Beispiel 1. 
Man erhS.lt Lumineszenzpartikel mit einer mittleren GrSfie 
von 6,7 ym. 

Das 3 Stunden im Vakuum getrocknete Produkt wird fiinfmal 
mit getrocknetem Toluol nach jeweiliger magnetischer Ab- 
trennung gewaschen und anschlieSend 12 Std. nach Zugabe von 
3 ml Toluol und 0,25 ml 3-Aminopropyltriathoxysilan am 
RiickfluS gekocht. Die Magne t part ike 1 werden wieder magne- 
tisch abgetrennt und mit ca. 5 ml Toluol und Chloroform 3- 
mal gewaschen, Es folgt eine mehrstiindige Trocknung im Va- 
kuum. Das aminomodif izierte Produkt wird anschliefiend mit 6 
%iger Glut araldehyd-L6 sung in 4 ml 0,1 M Na-Carbonat-Puf - 
fer, pH 9. 0 r ftir 2 Std. bei 35°C umgesetzt. Es wird an- 
schliefiend mit 0,1 M Phosphat- Puffer, pH 7.2, intensiv 
nachgewaschen . 

An die gewonnenen Aldehyd-funktionalisierten Lumineszenz- 
partikel konnen anschlieSend nach den bekannten Verfahren 
Aminogruppen-tragende Biomolekiile wie Proteine, Peptide 
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Oder am 5'-Ende mit Aminogruppen-substituierte Nukleinsau- 
ren oder Oligonucleotide nach den bekannten Verfahren ge- 
koppelt werden. Die so funktionalisierten Lumineszenzparti 
kel lassen sich als Sonden in Protein-oder Nukleinsaure- 
Arrays einsetzen. 
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An spriiche 



1. Lumineszierende Silicagel-Partikel, die in einer 
transparenten Si licagel -Matrix eine oder mehrere lumines- 
zierende Substanzen enthalten. 

2. Partikel nach Anspruch 1, dadurch qekennzeichnet , daS 
sie keine Eigenf luoreszenz aufweisen. 

3. Partikel nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die genannte(n) lumineszierende (n) Substanz(en) in 
die Partikel eingekapselt sind. 

4. Partikel nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
dadurch qekennzeichnet , dafi die lumineszierende (n) Sub- 
stanz(en) aus der Gruppe der Substanzen ausgewahlt ist/ 
sind, die eine Fluoreszenz, Phosphor eszenz, Chemilumines- 
zenz, Elektrolumineszenz oder einen Lumineszenz-Energie- 
transfer aufweisen. 

5. Partikel nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , dafi die Konzentration der lumines- 
zierenden Substanzen 1 bis 10 Gew.-% betragt. 



6. Partikel nach einem der vorangehenden 
dadurch gekennzeichnet , dafi die lumines zierenden Substanzen 
unterschiedliche Emissionsfrequenzen aufweisen. 

7. Partikel nach einem der vorangehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , dafi die lumines zierenden Substanzen 
Molekiile sind, deren Anregungsf requenz hoher ist als die 
Emissionf requenz • 

8. Partikel nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet , dafi die lumines zierenden Substanzen aus Halb- 
leiter-Nanokristallen bestehen, die aus Elementen der Grup- 
pe IIIA und VA, Gruppe IIB und VIA oder Gruppe IVA gebildet 
sind. 
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9. Partikel nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , dag 
die lumineszierenden Halbleiter-Nanokristalle mit Kupfer- 
und/oder Silberzusatzen dotiert sind. 

10. Partikel nach einem Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet . daS die lumineszierenden Substanzen Anregungsf re- 
guenzen aufweisen, die niedriger als die Emissionsf requen- 
zen sind. 

11. Partikel nach Anspruch 10 , dadurch gekennzeichnet , daS 
die lumineszierenden Substanzen mikrokristalline Verbindun- 
gen aus Seltenen Erden und/oder Yttrium mit Elementen aus 
der Gruppe VIA und/oder VI I A sind. 

12. Partikel nach einem der vorhergehenden Anspriiche/ 
dadurch gekennzeichnet , daS die lumineszierenden Substanzen 
Metall-Chelatverbindungen sind, deren Zentralatom aus der 
Gruppe VIII , IB, IIB Oder der Gruppe der Seltenen Erden 
ausgewahlt ist. 

13. Partikel nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , dafi die lumineszierenden Substanzen 
Pyrrol farbst of fe sind. 

14. Partikel nach Anspriichen 1 bis 6, dadurch gekennzeich- 
net , dafi die lumineszierenden Substanzen lumineszierende 
Proteine sind. 

15. Lumineszierende Polymerpartikel gemaS einem der An- 
spriiche 1 bis 14, in welchen zusatzlich ein magnetisches 
Kolloid enthalten oder miteingekapselt ist. 

16. Partikel nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet , daS 
das magnet ische Kolloid aus der Gruppe ausgewahlt ist, die 
ferro-, ferri- und superparamagnet ische Verbindungen und 
Ferrofluide umfafit. 

17. Partikel nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekenn- 
zeichnet , daS das magnetische Kolloid in einer Konzentrati- 
on von 10-50 Gew%, bezogen auf das Polymerpartikel, vor- 
liegt . 
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18. Partikel nach einem der vorhergehenden Ansprxiche, 
dadurch qekennzeichnet , dafi die Silicagele funktionelle 
Gruppen aufweisen, die xnit Biomolekiilen, ausgewahlt aus der 
Proteine, Peptide, Zellrezeptoren, Nukleinsauren, Nuklein- 
sS.ure-Fragmente, Polysaccharide, Oligosaccharide, Antikor- 
per, Antikorper-Fragmente, Streptavidin, Avidin, Biotin und 
Enzyme umf assenden Gruppe, koppelbar sind, oder an die eine 
oder mehrere solcher Biomolekiile gekoppelt sind. 

19. Verfahren zur Herstellung lumineszierender Silicagel- 
Partikel gemafi einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch qe- 
kennzeichnet , daft 

a) eine Mischung bestehend aus einer verdiinnten Saure und 
Alkoxysilanen zu einem klaren Silica-Sol kondensiert 
wird, 

b) das klare Silica-Sol mit einem oder mehreren lumineszie- 
renden Substanzen homogen vermischt wird, 

c) die Sol-Lumineszenz-Substanz-Mischung in einer mit Was- 
ser nicht mischbaren organischen Phase dispergiert und 

d) die Sol-Lumineszenz-Substanz-Mischung wShrend oder nach 
dem Dispergiervorgang durch Zugabe einer Base vernetzt 
wird . 

20. Verfahren zur Herstellung lumineszierender, transpa- 
renter Silicagel-Partikel gemaS Anspruch 19, dadurch qe- 
kennzeichnet , daS der Sol-Lumineszenz-Substanz-Mischung 10- 
50 Gew% einer ferro-, ferri- oder superparamagnetischen 
Substanz zugesetzt werden. 

21. Verfahren zur Herstellung lumineszierender Silicagel- 
Partikel gemaS Anspruch 19 oder 20, dadurch qekennzeichnet , 
dafi die mit Wasser nicht mischbare organische Phase eine 
oder mehrere oberf lSchenaktive Substanz (en) in einer Kon- 
zentration von 0,1 bis 15 Vol% enthSlt. 
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22. Verfahren zur Herstellung lumineszierender Silicagel- 
Partikel gemaS einem der Anspruche 19 bis 21, dadurch ere- 
kennzeichnet , dafi das Volumenverhaltnis Sol zu organischer 
Phase 1:5 bis 1:30 betragt. 

«* 

23. Verfahren zur Herstellung lumineszierender Silicagel- 
Partikel gemaS einem der Anspruche 19 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet , daS der Dispers ions -Vernetzungsvor gang 2 bis 
30 Sekunden dauert. 

24. Verfahren zur Herstellung lumineszierender Silicagel- 
Partikel gemaS einem der Ansprtiche 19 bis 23 f dadurch ge- 
kennzeichnet , daS dem Sol vor dem Dispergiervorgang 1- 20 
Vol% einer waSrigen Losung eines organischen Polymeren, Po- 
lysaccharids oder Proteins zugemischt warden. 

25. Verwendung der lumineszierenden Silicagel-Partikel 
nach einem der Anspruche 1 bis 18 fur die Analyse und/oder 
Diagnostik von Nukleinsauren, Nukleinsaure-Fragmenten, Pro- 
teinen, Peptiden, Antik6rpern, Ant ikSrper- Fragment en, Zel- 
len, Zellrezeptoren, biotinylierten Biomolekxilen sowie 
die Durchtestung von Protein- oder Nukleinsaure-Biblio- 
theken, als Sonden im Rahmen der Array-Technologie oder 
die Nukleinsaure-Sequenzierung. 
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